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Verfahren zur Herstellung von dendritischen Zellen mit 
niedermolekularen Fragmenten der Hyaluronsaure 



Die Bereitstellung von dendritischen Zellen (DZ) erlangt bei 
der Therapie von verschiedenen Erkrankungen eine immer grofler 
werdende Bedeutung, Mit Hilfe der dendritischen Zellen ist es 
moglich, hochaktive Immunmodulatoren bereitzustellen, die mit 
verschiedenen Ant igenen , insbesondere Tumorantigenen , 

Viruspeptiden oder allergen wirkenden Verbindungen beladen 
erden konnen. Diese Zellen werden dann in der adoptiven 
nununtherapie bei Patienten mit Tumoren, Viruserkrankungen oder 
Allergien eingesetzt. Es besteht daher in der adoptiven 
Immuntherapie ein erheblicher Bedarf an dendritischen Zellen, 
wobei diese dendritischen Zellen vorzugsweise iiber 
standardisierte, reproduzierbare und kostengunstige Verfahren 
bereitgestellt werden sollen. Diese Verfahren miissen unter 
GMP-ZGLP-Bedingungen durchgefuhrt werden konnen. 

Aus dem Stand der Technik sind verschiedene Verfahren zur 
Erzeugung von dendritischen Zellen aus Stammzellen bekannt . 

Aus -dem Knochenmark- oder dem peripheren Blut von mit 
Granulozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor (G-CSF) behandelten 
Chemotherapie-Patienten konnen hamatopoetische Stammzellen 
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isoliert werden, die den Oberf lachenmarker CD34 aufweisen. 
Diese Stammzellen werden unter Zugabe verschiedener Zytokine 
kultiviert und die dendritischen Zellen werden nach einer 
verhaltnismaBig langen Kultivierungszeit erhalten. 

Bei einem -anderen ~ Ver-f ahren -werden Monozy.ten _^ 
Blut isoliert, die mit GM-CSF und IL-4 kultiviert werden. Zur 
vollstandigen Ausreifung der Zellen zu dendritischen Zellen 
miissen am Ende der Dif f erenzierungsphase weitere Zytokine 
ugesetzt werden. 

Die aus dem Stand der Technik bekannten Verf ahren weisen 
verschiedene Nachteile auf. Die verhaltnismaBig lange 
Kultivierungsdauer ist fur den Einsatz in der Klinik nicht 
geeignet . Daruber hinaus konnen die hohen Kosten der Zytokine 
und die Chargenabhangigkeit der eingesetzten Zytokine 
nachteilig sein. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren 
zur Anreicherung von ausgereiften dendritischen Zellen, das 
folgende Schritte umfaflt: 

) aus Blut werden mononukleare Zellen gewonnen, 

b) Zellen, die den Oberf lachenmarker CD14 aufweisen, werden 
angereichert , 

c) die den Oberf lachenmarker CD14 aufweisenden Zellen werden 
in einem Medium kultiviert, das die Zytokine GM-CSF und 
IL-4 beinhaltet, und ~ 

d) die in Schritt c) erhaltenen Zellen werden mit Hyaluron- 
sauref ragmenten, die gegebenenf alls geeignet modifiziert 
sein konnen, kultiviert, urn die Ausreifung der Zellen zu 
dendritischen Zellen zu veranlassen. 




Mononukleare Zellen konnen aus Blut mit Hilfe eines 
Dichtegradienten gewonnen werden, wobei in bevorzugter 
Ausf iihrungsf orm ein Leukozytenkonzentrat iiber einen Ficoll- 
Dichtegradienten aufgetrennt wird. 

In dem zweiten Ver f ahrensschritt werden die den 
Oberf lachenmarker CD14 aufweisenden Zellen angereichert , 
bevorzugt mit Hilfe von wenigstens einem gegen den 
Oberf lachenmarker CD14 gerichteten Antikorper. Zum Einsatz 
ommen konnen hier die Magnet-aktivierte Zell-Sortierung (MACS) 
Oder die Fluoreszenz-aktivierte Zell-Sortierung (FACS). Eine 
einfachere, jedoch nicht so effiziente Methode stellt die 
Anreicherung iiber Plastikadhasion dar. 

AnschlieBend werden die den Oberf lachenmarker CD14 aufweisenden 
Zellen in einem Medium kultiviert, das GM-CSF in einer 
Konzentration von 5000 bis 10000 U/ml und IL-4 in einer 
Konzentration von 100 bis 1000 U/ml aufweist. Gegebenenf alls 
konnen noch weitere geeignete Zytokine zugesetzt werden, 

SchlieBlich werden die in dem Kultivierungsschritt erhaltenen 
ellen mit Hyaluronsauref ragmenten kultiviert, wobei diese 
ragmente 1 bis 50 Grundbausteine der Hyaluronsaure aufweisen. 
Ein Grundbaustein stellt ein Aminodisaccharid aus D- 
Glucuronsaure und N-Acetyl-D-glucosamin in pl-3-glycosidischer 
Bindung dar. Bevorzugt eingesetzt werden Hyaluronsauref ragmente 
mit jeweils 1 bis 10 Grundbausteinen . 

Die Kultivierung der den Oberf lachenmarker CD14 aufweisenden 
Zellen erfolgt in einem Medium, das GM-CSF und IL-4 enthalt, 
bevorzugt fiir eine Dauer von wenigstens 72 h bis 7 Tagen. 
Hieran schlieBt sich die Kultivierung in Schritt d) fiir 
wenigstens 48 Stunden mit Hyaluronsauref ragmenten an. Die 
Hyaluronsauref ragmente liegen bevorzugt in einer Konzentration 
von 1 bis 50 [xg/ml und besonders bevorzugt in einer 
Konzentration von 10 bis 30 \xq/ml vor. 



Die vorliegende Erfindung betrifft also die Verwendung von 
niedermolekularen Hyaluronsauref ragmenten fiir die Ausreifung 
von dendritischen Zellen. 

Durch das er f indungsgemaBe Verfahren konnen dendritische Zellen 
hergestellt bzw; angereiehert: werden . Die. dendritischen Zellen 
sind Antigen prasentierende Zellen, die auf die Initiation der 
primaren Inununantwort spezialisiert sind. In den verschiedenen 
Stadien ihrer Entwicklung iibernehmen sie unterschiedliche 
unktionen. In dem unreifen Zustand sind die dendritischen 
Zellen sehr effektiv beim Prozessieren von nativen Protein- 
Antigenen fur den MHC Klasse Il-Weg. Reife dendritische Zellen 
sind dagegen weniger fiir die Aufnahme von neuen Proteinen fiir 
die Prasentation geeignet, stimulieren aber dafiir viel besser 
die ruhenden CD4"^ und CDS"^ T-Zellen hinsichtlich des Wachstums 
und der Dif f erenzierung • 

In vivo lauft die Reifung der dendritischen Zellen dann ab, 
wenn die unreifen dendritischen Zellen von den Stellen der 
Antigenaufnahme zu den T-Zell-Bereichen der lymphoiden Organe 
wandern. In vitro kann die Reifung in Kulturen von frisch 

•solierten dendritischen Zellen beobachtet werden. Die Reifung 
er dendritischen Zellen schlagt sich auch in Anderungen der 
Morphologie und des Phanotyps nieder. Die Charakterisierung und 
Dif ferenzierung der dendritischen Zellen erfolgt ublicherweise 
iiber den Nachweis verschiedener Oberf lachenmarker . 

Aufgrund der naturlichen Funktionen sind die dendritischen 
Zellen besonders geeignet, als natiirliches Adjuvans bei der 
Impfung und Immuntherapie , i ns be s o nde re beT~de r^Tumor t her ap iey^ 
eingesetzt zu werden. Dabei ist es fiir den angestrebten 
therapeutischen Einsatz entscheidend, ausgereifte DZ ' s zu 
verwenden, die sich nach Reinfusion in den Patienten nicht 
wieder zu Makrophagen-ahnlichen Vorstadien zuriickdif f erenzieren 
konnen. 




Man geht nach derzeitigem Wissensstand davon aus , dafl die 
dendritischen Zellen im unreifen Zustand das Antigen 
(beispielsweise ein Tumorantigen) aufnehmen und anschliei3end 
das Antigen prozessieren . Dabei reifen die dendritischen Zellen 
und wandern zu den T-Zell-reichen Bereichen der sekundaren 
lymphoiden Organe . Reife dendritische Zellen exprimieren in 
hohem Mafle MHC, co-stimulierende Molekiile und Adhasionsmolekiile 
auf ihrer Oberflache, wodurch eine Interaktion zwischen den 
dendritischen Zellen und den T-Zellen ermoglicht wird (T-cell 
lustering) . Co-stimulatorische Signale werden uber B7-CD28 und 
CD40-CD40-Liganden-Interaktionen iibertragen und durch die 
Produktion von Zytokinen, wie IFN-a, IFN-y und IL-12, die 
bekannterweise die zellular vermittelte Immunitat fordern^ 
verstarkt . 

Nach derzeitigem Wissensstand scheint es wesentlich zu sein, 
daii fiir die Induktion von primarer T-Zellantwort spezialisierte 
Antigen prasentierende Zellen vorhanden sind, da die 
Presentation von Antigenen an T-Zellen in Abwesenheit eines 
zweiten Signals (Co-Stimulation) entweder das Absterben der T- 
Zellen oder eine Antigen-spezif ische Toleranz bewirken kann. 

■ie Vorteile des erf indungsgemaBen Verfahrens sind daher 
insbesondere darin zu sehen, dafl die dendritischen Zellen 
relativ einfach bereitgestellt werden konnen. Auflerdem miissen 
nur verhaltnismaflig geringe Konzentrationen an kostspieligen 
Zytokinen eingesetzt werden. Das erf indungsgemafie Verfahren 
ermoglicht die Bereitstellung einer Zellpopulation, die ganz 
uberwiegend aus dendritischen Zellen besteht und, die sich in 
einem verhaltnismaBig einheitlichen (synchronen) 

Reif ungszustand befinden. Wenn die dendritischen Zellen fiir die 
Prasentation von Antigenen eingesetzt werden sollen, konnen die 
geeigneten Antigene zu einem geeigneten Zeitpunkt zu den 
dendritischen Zellen zugegeben werden und die Antigene konnen 
dann von den dendritischen Zellen im Laufe des 
Reif ungsprozesses prozessiert werden. Die Antigene konnen 
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entweder als Proteine, in Form von abgetoteten Zellen oder 
Zellpraparationen oder auch in Form von gentechnologisch 
modif izierten Zellen zugegeben werden. Wenn sich die 
dendritischen Zellen in dem gewiinschten Zustand befinden, 
konnen sie fiir die Therapie verwendet werden. 

Das erf indungsgemafie Verfahren ist fiir die Bereitstellung von 
autologen dendritischen Zellen geeignet. Der Begriff "autolog" 
bedeutet, daB die Ausgangszellen einem Spender (Patienten) 
ntnommen werden. Diese Zellen werden dann in vitro 
erf indungsgema/i behandelt, um dendritische Zellen zu gewinnen. 
Die angereicherten dendritischen Zellen werden dann 
gegebenenf alls nach Kontakt mit dem Antigen demselben Spender, 
von dem sie urspriinglich herstammen, zuriickgegeben . 

Alternativ hierzu kann das Verfahren auch fur die 
Bereitstellung von "allogenen" dendritischen Zellen verwendet 
werden. Hierbei werden die Zellen von einem Spender oder auch 
aus Blutkonserven, die von Blutspendediensten erhalten werden 
konnen, hergestellt und dann an andere Empf anger zuriickgegeben. 
Hierdurch konnen standardisierte dendritische Zellen 
ereitgestellt werden, die beispielsweise optimal mit einem 
umorantigen beladen sind. Insbesondere bei viralen Infektionen 
(HIV) kann so die zellulare Immunitat effektiv gesteigert 
werden . 

Erf indungsgema/5 werden zur Ausreifung der dendritischen Zellen 
Fragmente von Hyaluronsaure (HA), die gegebenenf alls geeignet 
modif iziert sein konnen, eingesetzt. Die Hyaluronsaure ist ein 



makromolekulares Polysaccharid, das ars^korpere-i-gene— Substanz- 
vor allem in der Dermis zur Wasserspeicherung dient. 
Hyaluronsaure wird vor allem von Keratinozyten in den basalen 
Schichten der Oberhaut (Epidermis) sowie von Fibroblasten des 
Unterhaut-Bindegewebes produziert. Hyaluronsaure findet sich 
auch im Glaskorper von Augen, der Synovialf liissigkeit der 
Gelenke und ist ein Bestandteil des Bindegewebes . Bei niedrigen 
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Konzentrationen bildet Hyaluronsaure eine hochviskose waBrige 
Losung. Die Hyaluronsaure ist eine hochmolekulare Verbindung 
mit einem Molekulargewicht zwischen 50000 Dalton und mehreren 
Millionen Dalton. Der Grundbaustein der Hyaluronsaure ist ein 
Aminodisaccharid, das aus D-Glucuronsaure und N-Acetyl-D- 
Glucosamin in pi-3-glycosidischer Bindung besteht. Dieser 
Grundbaustein ist mit der nachsten Einheit pi-4-glycosidisch 
verbunden. Diese unverzweigte Kette der Hyaluronsaure besteht 
us etwa 2000 bis 10000 derartiger Grundeinheiten . Durch 
Hyaluronidasen werden P-glucosidische Bindungen hydrolisiert 
und die Hyaluronsaure wird so zu kleineren Bruchstiicken 
abgebaut. Erf indungsgemaB werden bevorzugt die Hyaluronidase 
aus Bullenhoden Oder die aus Streptococcus hyaluronicus 
isolierte Hyaluronidase verwendet . Die erf indungsgemafl 
eingesetzten Hyaluronsauref ragmente werden bevorzugt zunachst 
mechanisch durch Scherkraft und/oder Ultraschall zerkleinert 
und anschlie/iend erfolgt ein weiterer Abbau des Polysaccharids 
mit Hilfe einer geeigneten Hyaluronidase. Die gewiinschten 
Fragmente mit bevorzugt 1 bis 50 Grundeinheiten werden 
anschlieBend durch geeignete Trennverf ahren isoliert. 

ie Hyaluronsauref ragmente konnen vor oder nach der Isolierung 
geeignet chemisch modifiziert werden. Eine Modif izierung nach 
der Isolierung ist bevorzugt. Als Modif ikationen konnen 
beispielsweise Veresterung, Salzbildung, Amidierung, Reduktion 
einer Sauregruppe zum Aldehyden oder Alkohol oder Abspaltung 
einer Sauregruppe genannt werden. Bevorzugt sind Salze und 
Ester der Hyaluronsauref ragmente , beispielsweise Alkali- und 
Erdalkalisalze und Ci-Cio-, bevorzugt Ci-C^-Alkylester . Auch 
andere chemische Modif ikationen sind moglich und von einem 
Fachmann aufgrund seines Fachwissens ohne weiteres 
durchf iihrbar , 



Die vorliegende Erfindung wird anhand der nachfolgend 
beschriebenen Beispiele weiter erlautert . Bei der Durchf uhrung 
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der Beispiele wurde besonders auf Verunreinigungen der 
Reagenzien mit Lipopolysacchariden (LPS) geachtet, 
Lipopolysaccharide sind Bestandteile aus der Zellwand Granun- 
negativer Bakterien. Schon kleinste Verunreinigungen mit 
Lipopolysacchariden reichen aus, um Monozyten bzw. CD14 - 
Stammzerien "des peripheren Blutes -irreversibel- - zu aktivieren . 
Daher wurde bei den erf indungsgemaii durchgef uhrten Versuchen 
darauf geachtet, einen Schwellenwert von 0,01 ng/ml 
Lipopolysaccharid zu unterschreiten, der erf ahrungsgemaB keinen 
influfl auf Monozyten, CD14^ Stairanzellen oder dendritische 
Zellen hat. 

Beispiel 1; Zellisolation 

a) Gewinnuna von mononuklearen Zel len fPBMCl 

Ein Leukozytenkonzentrat (Buffy coat) von einem gesunden, 
humanen Spender wurde uber einem Dichtegradienten mit Ficoll- 
Hyperpaque plus (Pharmacia, Uppsala, Schweden) durch 
Zentrif ugation aufgetrennt. Die mononuklearen Zellen (PBMC) 
lagern sich dabei in der Interphase des Gradienten ab, rote 

•lutkorperchen ( Erythrozyten) sowie neutrophile Granulozyten 
efinden sich unter dem Gradienten und wurden verworfen. 
Ficoll-Hyperpaque plus ist ein Gemisch von makromolaren Zuckern 
zellularer Herkunft, ist aber vom Hersteller auf den LPS-Gehalt 
getestet ( Endotoxin-Gehalt >0,001 ng/ml). Dieser Wert konnte in 
eigenen Tests bestatigt werden. 

b ) Markieruna der CD14-positiven Zellen 

Zur weiteren Aufreinigung der Monozyten wurden die PBMC fiir 
45 min. mit anti-CD 14-mAK inkubiert. Darauf hin wurde mit PBS 
gewaschen und das Zellpellet in 2 ml MACS-Puffer resuspendiert . 
MACS® (Miltenyi, Biotech, Bergisch Gladbach) = Magnetic 
activated Cell sorting; Eine Methode zur Aufreinigung von 
Zellen uber an Metallkiigelchen gebundene Antikorper; Markierte 
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Zellen bleiben in der magnetischen Saulenmatrix hangen. (PBS 
w/o Ca^'^/Mg^'^ (Gibco) mit 5 mM Ethylendinitrilotetraessigsaure 
(EDTA) und Rinder-Serumalbumin (BSA); pH 7,2 durch Zugabe von 
HCl eingestellt] . Durch Zugabe von EDTA wird das Klumpen der 
Zellen verhindert, was wichtig fur die Aufreinigung in der 
Saule ist. Nun wurden die Zellen mit 50 \xl Ziege-anti-Maus-IgG 
Microbeads unter den gleichen Bedingungen inkubiert, 
anschlieJiend mit MACS-Puffer gewaschen, zentrif ugiert und in 
5 ml MACS-Puffer resuspendiert . 

c) Anreicheruna der r:D14-DQs itiven Tif^llen uber MACS 

Die Anreicherung erfolgte bei 4°C. Die VS+®Saule wurde in den 
MACS-Magneten (beides Miltenyi) eingesetzt und zunachst mit 
5 ml MACS-Puffer gewaschen. Zur Gewinnung einer 
Einzelzellsuspension wurden die Zellen durch ein Zellsieb 
{30 iim Maschenweite; Miltenyi) passiert und auf die Saule 
aufgetragen. Die Negativf raktion aus unmarkierten Zellen, die 
magnet isch nicht in der Saulenmatrix festgehalten wurden, 
lief en durch und wurden verworfen. Die Saule wurde noch zweimal 
mit jeweils 5 ml MACS-Puffer gewaschen, urn eine moglichst reine 
sitivf raktion zu erhalten. Anschlieflend wurde die Saule aus 
'en Magneten genommen und die spezifisch uber Microbeads in der 
Matrix f estgehaltenen Zellen unter Druck mit 5 ml Puffer in ein 
steriles Rohrchen gespult. Die erhaltenen Zellen wurden in der 
Neubauerkammer ausgezahlt. In der Kegel konnten durch diese 
Methode aus einem Buffy-coat 3-5 x 10^ CD14-positive Zellen 
(Monozyten) gewonnen werden, mit einer Reinheit >90 %. Diese 
Zellen lassen sich vollstandig durch Zytokinzugabe in DZ 
umwandeln . 



Beispiel 2; Zellkultur 

Die -isolierten CDr4-positiven Zellen wurden in 12 ml c-RPMI 
[(cRPMI: "RPMI 1640" (Gibco, Paisley, Schottland) mit 10 % 
Hitze-inaktiviertem fotalen Kalberserum, 1 % L-Glutamin und 1 % 
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Penicillin-Streptomycin) , alle Bestandteile enthalten weniger 
als 0,025 internationale Endotoxineinheiten/ml (Richtwert fiir 
Aqua ad in jectabilia ) ] auf genommen . Urn sie zu dendritischen 
Zellen (DCs) ausreifen zu lassen, wurde ihnen humanes GM-CSF 
fur die klinische Anwendung (Leukomax 400®, Sandoz AG, 
Nurnberg) in einer konzentration von 8000 Einhei ten/ml -Medium 
und IL-4 (Genzyme, Riisselsheim, Charge auf LPS-Gehalt getestet: 
<0,001 ng/ml) in einer Konzentration von 500 Einheiten/ml 
"edium zugegeben. Dann wurde die Zellsuspension in einer 
ix-Well-Platte zu jeweils 2 ml auspipettiert und im 
Brutschrank bei 37 ^C und 5 % CO2 kultiviert. Am vierten Tag 
wurden nochmals 2 ml/well c-RPMI mit GM-CSF und IL-4 
dazugegeben . 

Beispiel 3 : Hyaluronsaurepraparationen 

a) Fraktionieruna von Hvaluronsaure un d Auftrennung der 
Fraomente 

Aufgereinigte Hyaluronsaure (HA) aus Hahnenkammen (Healon®; 
Pharmacia, fiir den klinischen Einsatz bestimmt, Endotoxin- 
^halt >0,001 ng/mg) wurde zunachst mit einem Ultraschallgerat 
^Branson Sonifier) fiir 2 min. in groilere Bruchstucke gespalten. 
Urn diese Bruchstiicke weiter zu zerkleinern, wurde ihnen 
Hyaluronidase (Typ I aus Rinderhoden; Sigma) zugesetzt. Die 
Reaktionslosung wurde mit Natriumacetat auf pH 5 eingestellt, 
bei 37 °C fur 12 Std. inkubiert und anschlieBend durch Erhitzen 
auf 90°C inaktiviert. Die erhaltenen Fragmente wurden nun nach 

i-hrer—GroBe-aufgetrennt Dazu_wurden sie in einer 1,5 m langen 

Glassaule auf ein Polyacrylamidgel (Bio-Gel P-10, Bio-Rad, 
Munchen) geschichtet. Als Spulf liissigkeit diente Aqua 
bidestillata, unter der Saule nahm ein Fraktionssammler 
(Pharmacia) alle 20 min. die Fraktionen auf. Die Rohrchen 
wurden verschlossen, kiihl und lichtgeschiitzt gelagert. 
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b) Detektion der Grofle der Hyaluronsauref raomente 

1. groBere Bruchstucke nach Ultraschallzerklelnerung 

Sonifizierte HA wurde in einem 5 %igen Agarosegel mittels 
Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Polysaccharidbanden wurden 
im Gel durch Farbung mit Stains-all ( 3 , 3 ' -Diethyl-9-methyl- 
4,5,4' ,5'-dibenzothiacarbo-cyanin; Sigma) sichtbar gemacht. Die 
so erhaltenen Fragmente haben eine Groi5e von 10.000 bis 
0.000 kDa, 

2. klelne Fragmente nach zusatzlicher Hyaluronidaseverdauung 
ANTS-Markierung : 

Zunachst muiJten die einzelnen Proben mit dem Fluorophor ANTS 
markiert werden [ANTS-Losung : 0,15 M 8-Aminonaphtalen-l , 3 , 6- 
Trisulf onsaure Dinatriumsalz in Essigsaure/Wasser (3/17, v/v), 
durch langsames Erhitzen auf 60''C gelost]. ANTS markiert jedes 
Zuckermolekiil am Kettenende. Die kleinen Fragmente wurden 
ebenfalls mittels Gelelektrophorese unter Verwendung eines 30 % 
^crylamidgels aufgetrennt. Das Gel konnte nun unter UV-Licht 
jfANTS-Farbstof f ) sichtbar gemacht und photographisch 
dokumentiert werden, 

c) Quantitative Bestimmuna der Hyaluronsaurekonzentratio n nach 
der Fraomentierung und Auftrennuna 

Es wurden von jeder Probe 0,1 ml abgenommen und im Eisbad mit 
0,6 ml Farbelosung (5,2 g di-Natrium-Tetraborat in 1 1 
konzentrierter Schwef elsaure ) gemischt. Nun wurden jeweils 
0,02 ml 0,1 % Carbazol in Ethanol zugegeben, gemischt und 
abermals 10 min. lang gekocht. Nach dem Abkiihlen auf 
-Zimmertemperatur konnte die HA-Konzentration photometrisch bei 
520 nm bestimmt werden. Als Leerwert diente Aqua dest., als 
Standard 0,2 nM HA/ml in Aqua dest. 
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Beispiel 4: Zellstiiinulation 

Zur Stimulation wurden den Zellen am vierten Tag der 
Kultivierung unterschiedliche HA-Fragmente in einer 
Konzentration von 0,025 mg/ml (25 \xg/ml) Medium zugesetzt. Als 

PosiTivkohtrblle ~ dienten~ - Lipopoiysaccharide ( LPS ) -- -von 

Escherichia coli Serotyp 0177 (Sigma). 

Ergebnisse: 

1) Auftrennung der erhaltenen Fragmente mittels 
Gelelektrophorese und ANTES-Farbung . Die erf indungsgemaB 
verwendeten Fragmente weisen eine GroBe von 2 bis hin zu 12- 
fach-Zuckern auf. Die Konzentrationsmessung ergab Werte von 
etwa 1 mg/ml gespaltene HA. Eine weitere Aufspaltung dieser 
Fraktion in einzelne Zucker ist prinzipiell mittels einer HPLC 
(High Pressure Liquid Chromatography) moglich. Die Ergebnisse 
lassen den SchluB zu, daB besonders die kleinen Fragmente fiir 
die Stimulation verantwortlich sind. 

2) EinfluB der DC-Stimulierung mittels HA-Fragmenten auf die 
j^xpression von Oberf lachenmarkern . 

Uber die FACS Abbildungen kann die Oberf lachendichte 
verschiedener Rezeptoren mittels Antikorper festgestellt 
werden. Integriert man die Flache unter den Kurven, erhalt man 
die sogenannte MFI (Mean fluorescence intensity) - Diese Werte 
sind in der Tabelle 1 fiir verschiedene Rezeptoren aufgelistet. 
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Zur Bedeutung der einzelnen, in Tabelle 1 aufgefuhrten 
Ober f lachenmarker : 

ICAM-1 ist ein fast ubiquitar vorkoininendes InterCellulares 
AdhasionsMolekiil . Die Ergebnisse zeigen eine leichte 
^uf regulation, wie sie bei verschiedensten Arten der 
llaktivierung beobachtet wird. CDla ist ein Marker fiir 
ciendritische und Langerhanszellen der Haut; wahrend Monozyten 
ausschlieBlich CD14 exprimieren, koimnt es im Laufe der 
Ausreifung immer mehr zum Verlust von CD14 und Expression von 
CDla. LPS, HA-Fragmente und MCM-Medium drangen diesen Prozefl 
wieder leicht zuriick, funktionelle Konsequenzen dieser 
Regulation sind aber nicht bekannt . 
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Tabelle 2: 




Tabelle 2 zeigt die Stimulierung anderer Oberf lachenmarker 
(CD44s, CD83 und CD115). Weiteres Anzeichen der DZ-Ausreif ung 
sind eine Herunterregulation von CD115 (dem G-CSF Rezeptor) 
owie eine Auf regulation von CD83, eine funktionelle Relevanz 
eser Veranderungen ist noch nicht bekannt . In der Tabelle 2 
ist deutlich zu sehen, dafi die Kriterien der DZ-Ausreif ung 
durch Stimulation mit kleinen HA-Fragmenten voll erfiillt 
werden . 



CD44 ist ein Adhasionsmolekiil , eine beschriebene Funktion ist 
die Bindung von HA. 



15 



Tabelle 3 




*) unbehandelte unreife DZ's, Tag 4 

Tabelle 3 zeigt die Expression von weiteren Oberf lachenmarkern , 



Neben den Reif ungsmarkern sind hier Faktoren dargestellt, die 
fiir die Funktion der Antigen-Prasentation, d.h. der Stimulation 
von T-Lymphozyten eine entscheidende Rolle spielen. Hierzu 
Lhlen das MHC Klasse II Molekul HLA-DR sowie die beiden 
)stimulatorischen Faktoren B7-1 und B7-2. Ohne die 
Auf regulation dieser Faktoren ist auch ein Einsatz der DZ in 
den oben beschriebenen Anwendungen nicht sinnvoll. 
Erf indungsgemaB wurde eine deutliche Auf regulation aller 
Faktoren nach Behandlung mit HA-Fragmenten gefunden, 
vergleichbar mit der maximalen Stimulation nach LPS-Gabe. 



Beispiel 5 

Um die vermehrte Expression von Ober f lachenmolekiilen 
funktionell darzustellen, wurden die DZ vorstimuliert und fiir 
-5 -Tage mit -aufgereinigten naiven aliogenen T-Zellen "inkubiert , 
die ebenfalls aus Leukozytenkonzentrat (buffy coats) gewonnen 
wurden (sog. mixed leukocyte reaction, MLR). Je nach 



16 




stimulatorischer Kapazitat der DZ's koinint es dabei zu raehr oder 
weniger ausgepragter T-Zellprolif eration, die mittels Einbau 
von radioaktiven ^H-Thymidin bestiirant wurde . Es wurden die 
radioaktiven Counts per minute (Cpm) der einzelnen Proben 
dargestellt, die direkt mit der stattgef undenen T- 

Zellprolif eration korrelieren_._..Man sieht, daJi DZ's^ die mit 

kleinen HA-Fragmenten behandelt wurden, deutlich potentere 
APC's sind, vergleichbar mit dem fur LPS-Stimulation erhaltenen 
Wert (dargestellt in Tabelle 4 B) . 

Auch dieses Beispiel belegt, dafi erf indungsgemaJi mit kleinen 
HA-Fragmenten zwischen 2-12 UDP-Zuckermolekulen eine deutliche 
Ausreifung von DC erhalten wird, die durchaus vergleichbar ist 
mit publizierten Daten anderer Methoden. Eine strenge 
Abhangigkeit von einem einzelnen Zucker erscheint 
unwahrscheinlich, jedoch haben groflere Molekiile (20-30 UDP- 
Zucker) of f ensichtlich keinen Einfluft, da die erf indungsgemafi 
eingesetzten Fraktionen keine Unterschiede in der Wirkung 
zeigen, auch wenn sie grofiere Fragmente enthalten. Geschallte 
HA hat ebenfalls keinen Effekt. 

eispiel 6 

Interessanterweise ist der erf indungsgemafle Effekt 
off ensichtlich spezifisch fiir DZ's, da mit Interf eron-gamma 
(IFNy) behandelte Monozyten, die zu Makrophagen ausreifen, 
keine Steigerung ihrer stimulatorischen Kapazitat nach 
Behandlung mit HA-Fragmenten zeigen (siehe Tabelle 4 A). 
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Tabelle 4 




Frag. 45: In der Gelelektrophorese kein Nachweis von kleinen 

HA-Fragmenten, im Uronsaure-Assay weniger als 0,001 mg HA 
Negativfraktion zum AusschluB einer Wirkung von 
Saulenbestandteilen . 

rag. 17: In der Gelelektrophorese liegen die groBten nach- 

weisbaren Banden bei ca. 16-fach Zuckern, stark vertreten 
sind Zucker bis zu einer Gro/ie von 6-fach Zucker. 
Uronsaure-Assay: 1 mg/ml . 

Frag. 14: Gelelektrophorese: bis ca. 22-fach Zucker, starke 
Banden bis 10-fach Zucker, Uronsaure-Assay: 1 mg/ml . 
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Klinikum der Albert-Ludwigs- 
Universitat Freiburg 

Patentanspriiche 

1) Verfahren zur Anreicherung von dendritischen Zellen, das 
folgende Schritte umfaflt: 

aus Blut werden mononucleare Zellen gewonnen, 

Zellen, die den Oberf lachenmarker CD14 aufweisen, werden 
angereichert , 

die den Oberf lachenmarker CD14 aufweisenden Zellen werden 
in einem Medium kultiviert, das die Zytokine GM-CSF und 
IL-4 beinhaltet, und 

d) die in Schritt c) erhaltenen Zellen werden mit Hyaluron- 

saurefragmenten, die gegebenenf alls geeignet modifiziert 
sein konnen, kultiviert, um die irreversible Ausreifung 
der Zellen zu dendritischen Zellen zu veranlassen. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dafl die 
ononuclearen Zellen aus Blut mit Hilfe eines Dichtegradienten, 
insbesondere eines Ficoll-Dichtegradienten aus einem 
Leukozytenkonzentrat gewonnen werden. 

3) Verfahren nach einem der Ansprliche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die den Oberf lachenmarker CD14 aufweisenden 
Z e l-len-m i t—H i 1 f e wenigstens eines g e gen den Oberf lachenmarker 
CD14 gerichteten Antikorper angereichert werden. 

4) Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die den Oberf lachenmarker CD14 aufweisenden 
Zellen in einem Medium kultiviert werden, das GM-CSF in einer 
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Konzentration von 5000 bis 10000 U/ml und IL-4 in einer 
Konzentration von 100 bis 1000 U/ml aufweist. 

5) Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet , dafi die Zellen in Schritt d) mit 
Hyaluronsauref ragmenten kultiviert warden, die 1 bis 
50 Grundbausteine der Hyaluronsaure aufweisen, wobei der 
Grundbaustein ein Aminodisaccharid aus D-Glucuronsaure und N- 

cetyl-D-glucosamin in pi-3-glykosidischer Bindung ist. 

6) Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , dafl die 
Hyaluronsauref ragmente jeweils 1 bis 10 Aminodisaccharide 
auf weisen . 

7) Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, daB die den Oberf lachenmarker CD14 aufweisenden 
Zellen zwischen 7 2 Stunden und 7 Tagen in einem Medium 
kultiviert werden, das GM-CSF und IL-4 enthalt . 

8) Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Zellen in Schritt d) fur wenigstens 

Stunden mit Hyaluronsauref ragmenten kultiviert werden. 

9) Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, daB chemisch modifizierte Hyaluronsaure- 
f ragmente eingesetzt werden. 

10) Verwendung von niedermolekularen Hyaluronsauref ragmenten, 
die gegebenenf alls geeignet chemisch modifiziert sein konnen, 
fiir die Anreicherung von dendritischen Zellen. 



• 
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Klinikum der Albert-Ludwigs- 
Univers itat Freiburg 

Zuscunmenf assung 

Offenbart wird ein Verfahren zur Anreicherung von dendritischen 
_Zellen, das folgende Schritte umfa/it7 

a) aus Blut werden mononucleare Zellen gewonnen, 

) Zellen, die den Oberf lachenmarker CD14 aufweisen, werden 
angereichert , 

c) die den Oberf lachenmarker CD14 aufweisenden Zellen werden 
in einem Medium kultiviert, das die Zytokine GM-CSF und 
IL-4 beinhaltet, und 

d) die in Schritt c) erhaltenen Zellen werden mit Hyaluron- 
sauref ragmenten kultiviert, um die irreversible Ausreifung 
der Zellen zu dendritischen Zellen zu veranlassen. 



